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１．緒言
近年､環境問題に対しての関心が高まる中、フェノール系化合物は広範囲の土壌や河川水に広がっており、
深刻な問題となっている。また、その中にノニルフェノールやピスフェノールＡなどの環境ホルモン(外
因性内分泌撹乱物質)として疑われる化合物がある。最近、それらの化合物を酵素により分解する研究が数
多く行われている。その中でも、酸化還元酵素であるラッカーゼ'０，チロシナーゼ３，ベルオキシターゼ４ｓ
によりクロロフェノール及びアルキルフェノール類の分解について検討されてきている。通常、粉体もしく
は液体で供給される酵素は、使用する領域が制限されたり、酵素の回収方法が確立できていない現時点では
効率も悪く多大な費用を要すると考えられる。そこで、酵素を適当な担体に固定化することにより、使用す
る領域の限定あるいは酵素回収の必要性がなくなり、ひいてはコスト低減が期待できる。また、固定化によ
り酵素の安定性の向上､活性寿命の延長及び再利用など酵素単独の場合よりも有利になるといわれている6)。
本研究では、担体として現在工業的水処理に使用されている超精密源過膜である多孔質ボリビニルアルコ
ール(PVA)中空糸膜のを用いて、酸化還元酵素のラッカーゼを様々な方法で固定化し、その固定化酵素の基
質活性や保存安定性を検討し、環境浄化へ応用の可能性を探った。
'1．試料及び方法
1．酵素
本研究に用いたラッカーゼは、木材不朽菌であるヒイロタケ（Ｐ３'cnoporuscocdneus)の液体培養により
得られる、深青色の銅イオン含有酵素である。ラッカーゼの酵素溶液［5ｍｇ/ｍｌ:10,Ｍリン酸カリウム緩
衝液(ｐＨ7.0)］は(株)高研より購入した。このラツカーゼの性質を表１に示す。
表１．ラッカーゼの性質8）
分子量
等電点
至適ｐＨ
ｐＨ安定性
熱安定性
約70,000
ｐＨ３．５
ｐＨ4.0～5.0
ｐＨ4.0～ｐＨ5.0(37℃,60ｍin）
≦60℃(ｐＨ4.5～ｐＨ５．０１０ｍｍ）
アミノ酸組成
Lys(6個）Ａｒg(24個）
Asp(82個）Ｇ１u(35個）
Cys(4個）
塩基性アミノ酸
酸性アミノ酸
含硫アミノ酸
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2．固定化用高分子膜担体
固定化担体には株式会社クラレから提供された超精密濾過用多孔質ＰＶＡ中空糸膜(SF200H)を用いた。
中空糸膜の形状は外径1.0ｍｍ、内径0.5ｍｍ、膜厚0.25ｍｍ、孔径0.2αｍであり、二官能性の架橋剤で
あるグルタルアルデヒド(GA)によりアセタール結合で架橋膜が形成されており、膜中にはＧＡに由来する
片末端アルデヒド基を５０ａｍｏｌ/ｇＨＦ含有している。
3．試薬
膜のアミノ化学修飾剤にはエチレンジアミン(EDA)、ビス(3-アミノプロピル)アミン(Bis)[和光純薬工業
株式会社]及びポリアリルアミン(PAA、Ｍｗｌ５,000)[日東績株式会社]を用いた。アミン修飾膜の活性化試薬
として、グルタルアルデヒド[和光純薬工業株式会社]、クロロメチルオキシラン(エピクロロヒドリン)[ナカ
ライテスク株式会社]及び無水マレイン酸一ビニルエーテル共重合体(ＭＡＭＥＯＭｗ２０,000）［Scientific
PolymerProducts,Inc.]を用いた。また、基質にはカテコール(ピロカテコール)[和光純薬工業株式会社]、
ビスフエノールＡ(BPA）（2,2-bis(p-hydroxyphenyDpropane)[和光純薬工業株式会社]及び４－ノニルフ
ェノール[東京化成工業株式会社]を用いた。
また縮合剤の１－Ethyl-3-(dimethylaminopropyDcarbodiimide(EDC)はAldrichChemicalCompanylnc・
より、還元剤のテトラヒドロホウ酸ナトリウム(NaBH4)、アミノ基定量用試薬のトリニトロペンゼンスル
ホン酸ナトリウム(TNBS)は和光純薬工業株式会社より入手した。
タンパク質定量試薬のMicroBCAKitはPierce社、カテコール定量試薬、４－Aminoantipyrine(4-AAP）
は和光純薬工業株式会社､ビスフェノールＡ(BPA)ＥⅡＳＡＫｉｔ及び､アルキルフェノール(AP)ＥｕＳＡＫｉｔは
武田薬品工業株式会社より各々入手した。
実験方法
1．ＰＶＡ中空糸膜のアミン修飾と活性化
(1)還元的アミノ化反応によるアミノ基の導入
メタノール抽出により精製した中空糸膜(5ｃｍ×１０本)を１％アミン水溶液(EDA,PAA)5ｍlに浸漬し、３０℃
で２４時間振鐙して中空糸膜中の片末端残存アルデヒド基とアミノ基とを反応させた。この時生成するシッ
フ塩基を還元するため、１０ｍlの2.5％ＮａＢＨ４水溶液中、室温で３時間振鐙した。次に、ｑ２ＮＨＣｌに気
泡の発生が無くなるまで浸漬して還元剤を分解した後、Ｏ１ＮＮａＯＨにより中和して超純水で一晩置換した。
その後、超純水で５分間膜透過吸引洗浄を行い、超純水中で保存した。
(2)ＭＡＭＥＣによる無水マレイン酸基(酸無水物)の導入
アミノ化した中空糸膜(5ｃｍ×１０本)をアセトンで置換した後、減圧乾燥し(室温、２時間)水分を充分取り
除いた。２%ＭAMEC/無水アセトン溶液(10ｍl)に浸し、室温で２時間振溌して、中空糸膜中のアミノ基と酸
無水物とをアミド結合で共有結合させ、ＭＡＭＥＣをアミノ化膜に固定化した。次に、２％無水酢酸/無水ア
セトン溶液(10ｍ')中で、室温、２時間振邊して未反応のアミノ基をアセチル化した。その後、付着している
ＭＡＭＥＣ及び無水酢酸を無水アセトン(10ｍl)で室温、３時間振鐙して取り除き、減圧乾燥後保存した。
(3)アミノ化膜のアルデヒド基の導入
アミノ化中空糸膜(5ｃｍ×１０本)を2.5％グルタルアルデヒド(GA)水溶液に浸し、３０℃で２時間反応させ
た後、超純水で残存ＧＡを洗浄し、超純水中で保存した。
(4)アミノ化膜のエポキシ化
アミノ化中空糸膜(5ｃｍ×１０本)を５％クロロメチルオキシラン(エピクロロヒドリン９９％含有)/O6N
NaOH水溶液５ｍｌに浸し、３０℃で２４時間反応させた。反応後、超純水中に一晩置き、その後超純水で５
分間膜透過吸引洗浄して、超純水中で保存した。
2．活性化ＰＶＡ中空糸膜へのラッカーゼの固定化
(1)縮合反応による固定化(縮合法）
0.5ｍｇ/ｍｌ酵素溶液/ＥＤＣ水溶液をｐＨ4.0、Ｌ５ｍｌにアミノ基導入中空糸膜(2.5ｃｍ×４本)を浸して､３０℃、
２４時間、１５rpmで反応させ、中空糸膜中のアミノ基と酵素中の酸性アミノ酸残基の側鎖カルボキシル基又
はＣ末端カルボキシル基とを縮合反応によるアミド結合で固定化した。その後、１０，Ｍリン酸ナトリウム
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緩衝液(PB)(ｐＨ7.4)で１０分間、膜透過式吸引洗浄を行い、１０ｍＭＰＢ(ｐＨ7.4)中に保存した。
(2)酸無水物による固定化(ＭＡＭＥＣ法)9）
MAMＥＣ導入中空糸膜(2.5ｃｍ×４本)を0.5ｍｇ/ｍｌ酵素溶液に浸し、３０℃、１５rpmで２４時間反応させ、
ＭＡＭＥＣ中の酸無水物と酵素の塩基性アミノ酸残基の側鎖アミノ基とのアミド結合生成により酵素を固定
化した。その後、上と同様に洗浄を行い、１０ｍＭＰＢ(ｐＨ7.4)中に保存した。
(3)アルデヒド基による固定化(ＧＡ化法）
アルデヒド基導入中空糸膜(2.5ｃｍ×４本)を0.5ｍｇ/ｍｌ酵素溶液に浸し、３０℃、１５rpmで２４時間反応さ
せ、中空糸膜中のアルデヒド基と酵素のアミノ基とシツフ塩基を形成させてＮａＢＨ４で還元的アミノ化反応
により固定化した。その後同様に洗浄を行い、１０ｍＭＰＢ(ｐＨ７．の中に保存した。
(4)エボキシ基による固定化(エポキシ法)10）
エボキシ導入中空糸膜(2.5ｃｍ×４本)を0.5ｍｇ/ｍｌ酵素溶液に浸し、３０℃、１５rpmで２４時間反応させ、
中空糸膜中のエポキシ環と、酵素のシステイン残基のＳＨ基とｐＨ7.5で反応させ、共有結合により固定化
した。その後同様に洗浄を行い、１０ｍＭＰＢ(ｐＨ7.4)中に保存したｂ
3．アミノ基定量法'1）
SnyderらのＴＮＢＳ法に準じてアミノ化膜中の第１級アミンを測定した。アミノ基導入中空糸膜0.5ｃｍ
に、ｑｌ５ｍＭＴＮＢＳ/0.1MNa2B407水溶液(ｐＨ9.3)1ｍlを入れ３０℃で６時間反応させた後、反応上澄み液
0.5ｍｌを5.5×10-2Ｍグリシン/0.1Na2B407(ｐＨ9.3)と反応させ、１５分以上放置した後、吸光度(420nｍ）
を測定した。
4．固定化酵素量の測定
固定化酵素の定量はMicroBCA(ビシコニン酸)タンパク質定量試薬を用いた。Pierce社の取り扱い説明
書に従いＡ液：Ｂ液：Ｃ液回５０：４８：２に調製したＭｌｃｒｏＢＣＡ呈色試薬(MicroBCAkit)0.5ｍlと超純水
0.5ｍｌに酵素固定化中空糸膜0.3ｃｍを加え、６０℃で１時間反応させた。これを室温に戻した後、吸光度
(562nｍ)で測定した。検量線はBSA(ウシ血清アルブミン)を用いた。
5．固定化酵素の活性の測定
固定化酵素活性は4-アミノアンチピリン法功によるカテコール酸化分解率により求めた｡即ち､０．３，Ｍカ
テコール水溶液１，１に酵素固定化中空糸膜0.3ｃｍ入れ３０℃で反応させた。反応後、上澄み液0.3ｍlを４－
アミノアンチピリン溶液0.91,1に入れて、３０℃、２０分間反応させた後、吸光度(515nｍ)により測定した。
6．ビスフエノールＡ及びノールフエノールの分解率の測定
固定化酵素の分解活性はピスフェノールA13）及びノニルフェノール期のキットを用いて競合ＥＵＳＡ法
により測定した。500岨/ｍｌの溶液に酵素固定化中空糸膜0.5ｃｍを入れ、３０℃で反応させた。反応後、上
澄み液をELISAキットの測定法に従って、残存ビスフェノールＡ及びノニルフェノール量を測定した。
表２.活性化中空糸膜の官鮨基量111．実験結果及び考繋
中空糸膜,、アミノ基量の測定転化率(%）1．アミノ基量の測定
表２に示すように、アミン修飾中空糸膜のアミノ基量は
高分子アミンのＰＡＡと低分子アミンのＥＤＡでは２倍以上
の差がみられた。アミノ化中空糸膜にＭＡＭＥＧＧＡ、エボ
キシにより反応性官能基を導入し活性化した。反応性官能基
の導入については､各々の膜において高い転化率が得られた。
本研究では転化率が高いＰＡＡ化膜へのＭＡＭＥＯＧＡ、エ
ボキシ活性化膜を中心にラッカーゼの固定化を行なった。
１mol/９ｋＥＤＡ 「「
ＭＡＭＥＣ３８．４
ＧA化８６．７
エボキシ化７７．４
PAA（アミノ基量91.6lLmol/gHF）
ＭＡＭＢＣ７３．７
ＧA化８８．７
エポキシ化９９．３
池井清光・鈴木綾乃・中塚大輔・高倉孝一170
2．固定化酵素量
図１に４通りの方法で固定化した固定化酵素量を示す。ＧＡ法以外はほぼ同様の固定化値を示した。縮合
法型固定化法では、低分子アミンのＥＤＡと高分子アミンのＰＡＡ化膜とでは、アミノ基量が２倍以上の差
があるにも拘わらず酵素固定化量にはほとんど差は見られなかった。これは、酵素の固定化量がほとんど飽
和に達しており、アミノ基密度の高いＰＡＡでは反応にあずからないアミノ基がかなりある事を物語ってい
る。又、高分子アミンのＰＡＡはアミノ基密度が高く、酵素が多点で結合するため、それが他の酵素の結合
を阻害するためと考えられる。
3．固定化酵素活性の測定
固定化酵素の活性として４－AAP法によりカテコールがキノン型に酸化される変換率の測定した結果を図
２に示す。固定化量がほぼ同じ場合でもカテコール分解活性には固定化法により差違が見られた。１時間後
のカテコール変換率で固定化酵素と同等量のＦｒｅｅ酵素と活性を比べると固定化酵素の活性は約50-60％に
低下した。
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図１．種々の膜の固定化酵素量 図２．固定化酵素のカテコール変換率．
反応条件；
0.3,Ｍカテコール/50,Ｍ酢酸ナトリウム
buffer①Ｈ4.5)３０℃、１時間撹押、浴比：0.3cmHF/ｍｌ
4．カテコール変換率の反応時間変化
各種固定化酵素及びＦｒｅｅ酵素のカテコール変換率の経
時変化を図３に示す。Ｆｒｅｅ酵素は初期に高い変換率を示
していたが､時間の経過に伴い一定の値に飽和した。一方、
固定化酵素はＦｒｅｅ酵素に比べ、カテコール変換率が増加
し、最後にはＦｒｅｅ酵素と同等又はそれ以上の高い値を示
した。
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5．固定化酵素活性のｐＨの影響
固定化酵素活性のｐＨ依存性を図４に示す。固定化酵素
はＦｒｅｅ酵素に比べ至適ｐＨが若干移動がみられたようで
ある。一般に酵素固定化の担体をイオン性の担体を用いた
場合、アニオン性担体では高ｐＨ側へ1s、カチオン性担体
では低ｐＨ側へ、それぞれ至適ｐＨが移動するといわれて
おり、その傾向は多少みられた。
０１２３４５６７８９１０
反応時間(hr）
図３．カテコール変換率の反応時間変化
反応条件：
図2と同じ、但し、反応時間を変化させた。
6．固定化酵素活性の熱安定性
固定化酵素を熱処理後、カテコールの分解率(１時間後)を測定した結果を図５に示す。一般に固定化酵素
では熱安定性の向上が認められるが、今回の実験では活性の温度依存性はＦｒｅｅ酵素とあまり変わらなかっ
た。
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図４．固定化酵素のpH依存性
反応条件；
図2に同じ、但し
0.3,Ｍカテコール/50,Ｍクエン酸－
２リン酸水素ナトリウム緩衝液中
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図５．固定化酵素の熱安定性．
熱処理条件；
1時間、１０，Ｍリン酸ナトリウム緩衝液中(ｐＨ7.4）
反応条件:図2と同じ
7．固定化酵素の繰り返し使用
繰り返し連続使用において酵素固定化中空糸膜を１回
反応ごとに新しいカテコール溶液に入れ替え、カテコール
変換率を測定した(図６)。１０回の使用においても変換率の
低下があまりみられず､固定化酵素の再利用が考えられる。
しかし、反応に伴って膜は褐色に着色し分解生成物(重合
体)の沈着がみられるため、分解活性にもバラツキが生じ
た。
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8．吸引濾過方式での固定化酵素活性の活性測定ｌ２３４５６７８９ｉｏ
測定回数縮合型酵素固定化中空糸(EDA､ＰＡＡ化)膜片（５ｃｍ長）図６．酵素固定化膜の繰り返し連続使用の活性．莫繼嘉嚇篁百1重liUiil鰯`)11篇:字髻嚇｡剛条件:図図と同叩し反応毎に溶液を変えた。
シリンジに装着し、０．３，Ｍカテコール/酢酸ナトリウム緩衝液に浸漬しながら吸引濾過し、反応後のシリ
ンジ中の吸引液を４－AAP法に測定した値を図７に示す。また、繰り返し使用していくと、使用回数の増加
に伴い、従来の浸漬法と同様に変換率が減少し、膜に着色した。
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図７．吸弓|濾過方式でのカテコーール除去率．
反応条件：
０．３，Ｍカテコール/50,Ｍ酢酸ナトリウムbuffer(ｐＨ4.5）
吸引速度：約1ｍl/ｍ、
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9．固定化酵素の保存安定性
固定化酵素量とカテコール分解活性の経日変化を図８に示す。いずれの固定化酵素膜においても固定化
量の減少の傾向がみられたが、分解活性はあまり変化がなかった。４通りの固定化法の中で特にＭＡＭＥＣ
法では固定化酵素量がかなり減少し、酵素の脱離がみられた。
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図８．固定化酵素量とカテコール変換率の経時変化．
保存条件； 反応条件830℃、10,Ｍリン酸ナトリウム緩衝液(ｐＨ7個の 図2と同じ1.5mlに掘遼保存
1日毎に保存溶液を全交換した。
10．ノニルフェノール及びビスフェノールＡの分解
酵素固定化中空糸膜による分解活性を調べた結果、環境ホルモンとして疑われているビスフェノールＡ
及びにノニルフェノールに対しても活性が確認できた。ピスフェノールＡの分解速度はカテコールに比べ
遅かった為、ここでは酵素量を増加して(0.5ｃｍＨＦ)反応時間を延長して行なった(図９，図１０)。
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酵素固定化中空糸膜による
ビスフェノールAの変換活性．
図９ 酵素固定化中空糸膜による
ノニルフェノールの変換活性．
図１０
BPAの分解条件
BPA濃度：0,5ｍｇ/ｍｌ
浴比：0.5ｃｍ/ｍ1
30℃、３時間反応
ノニルフェノールの分解条件
ノールフエノール濃度：0.5ｍｇ/ｍｌ
浴比：0.5ｃｍＨＦ/ｍ1
30℃、１時間反応
今回の実験では、反応生成物の同定は行なっていないが、ビスフェノールＡ及びノニルフェノールは図
１１に示すように変換する事が報告されている’7,18）０
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図１１．ラッカーゼによるピスフェノールA(a)及びノニルフェノールの分解生成物(b)．
11．有機溶媒－水混合系での固定化酵素活性
種々の混合比のアセトニトリル(AN)-水系でのＭＡＭＥＣ
コール及びＢＰＡの分解活性を図１２，図１３，図１４に示す。
処理及び縮合型(Bis)の固定化酵素についてカテ
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図１２．アセトニトリル/酢酸ナトリウム
緩衝液(pH4.5)中での固定化酵素の
カテコール分解活性．
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アセトニトリル濃度(V01.%）
図１３． アセトニトリル/酢酸ナトリウム
緩衝液(pH4.5)中での固定化酵素の
カテコール分解活性．
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ＡＮ－酢酸ナトリウム緩衝液系及びAN-純水系で
はＡＮの比率が増大するにつれてカテコールの分
解活性は低下し、100％ＡＮではいずれの固定化酵
素とも消失した｡又､図１４から明らかなようにＢＰＡ
の分解活性についてもＡＮ－酢酸ナトリウム緩衝液
中でＡＮの含有量が３０vo1%以下の範囲ではＡＮ含
有量の増加に伴ってＢＰＡの分解率は低下したが、
ＭＡＭＥＣ処理酵素は縮合型と比べるとより高い活
性を維持している事が判明した。
次に、ＡＮ中での酵素固定化膜の保存安定性をカ
テコール分解活性から調べた。純ＡＮ中で３日間
保存したところ、いずれの固定化法の膜も固定化量
の低下はないが、酢酸ナトリウム緩衝液中でのカテ
５１０２０３０
アセトニトリル濃度(voL％）
図１４．アセトニトリル/酢酸ナトリウム
緩衝液(ｐＨ4.5)中での固定化酵素の
ピスフェノールA分解活性．
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コール分解活性は図１５から明らかな様に、ＭＡＭＥＣ処理固定化酵素では活性を維持していたが、縮合型酵
素では活性は著しく低下した。
また、純エタノール中に保存した場合も、同様に固定化酵素量の低下はみられなかったが、ＡＮの場合と
比べるとカテコール分解活性は両者とも顕著に低下した。しかし、ＭＡＭＥＣ処理酵素の低下率が少ない事
は注目される。
以上、有機溶媒-水混合系でのカテコール及ＢＰＡの分解活性についてＭＡＭＥＣ処理固定化酵素の活性低
下率が縮合型に比べて少ない事は興味深い。この現象はおそらくＭＡＭＥＣ鎖の両親媒性効果に基づくためと
考えられる。
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図１５．酵素固定化中空糸膜の各種の溶媒における保存安定性．ａ
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まとめ
ラッカーゼを縮合、ＭAMEC、ＧＡ、エボキシ法で共有結合によりＰＶＡ中空糸膜に固定化した。いずれの
膜においても酵素の固定化が確認できた。また、それらの酵素固定化中空糸膜の活性、ｐＨ依存性、熱安定
性、繰り返し使用及び保存安定性を調べた。４種の固定化酵素は若干活性は低下するもののＦｒｅｅ酵素と同
様の性質を示した。また、繰り返し使用について検討したところ、１０回の使用後にも固定化酵素の活性が
確認できた。環境ホルモンの疑いのあるビスフェノールＡおよびノニルフェノールに対しても有効な活性
がみられた。また、有機溶媒の共存下において固定化酵素の活性を調べた結果、両親媒性を有するＭＡＭＥＣ
処理酵素では有効な活性がみられた。
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Covalenthmobilizanono缶LaccaseontoMicroporous
PolyvinylAlcoholHollow-FiberMembraneSupportMnd
theirApplicationtoRemovalojFPhenolicColnpoundsfrom
AqueousMixtures
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CovalcntimnobilizationoflaccasehromEyc"Opor"scoccj"eHsontomicroporouspolyvinylalcohol(ＷＡ)hollow‐
fibermcmbranehasbeenaccomplishcdinthcfbllowingmanncⅢPVAmcmbrancwasrcactedwithpolyallylamincor
ethylenediaminebyreductiveaminationinanaqueoussolution,ｆｂＵｏｗｃｄｂｙｃｏｕｐｌｉｎｇｏｆｅｎｚｙｍｅｔｏａｎａｍｉｎａｔｃｄ
ｍｃｍbraneaccordingtofburdiffbrenti､Ⅱnobilizationmethods,ｉ・econdensation,andactivationwithuseofmaleic
anhydridc-methylvinylethcrcopolymer(ＭＡＭEC),glutaraldchydeandchloromethyloxiranc(epoxy),respectively
Thcabilityofthcimmobilizcdlaccasetodegradc(oxidizc)phcnolicsubstratcsincludingcatechol,andendocrinc‐
disruptmgchemicalssuchasbisphenolAandnonylphcnolhasbcencxamincd､Theenzyme-inmnobilizcdmembrancs
exhibitedthcdesirableactivity,asrevcaledbyremovalcfliciencyofcatechol,showingsimilarpH-dcpendcnceand
thermalstabilityasthoseofhrecenzymeBisphcnolAandnonylphcnolwcredcgradedsignificantlyaswclLThe
actMtyoftheimmobilizedenzymewasfbunddepcndentuponatypeoftheinⅡnobilizationmethodandkindsof
buflersuscd・Ａｍｏｎｇｔhefburimmobilizationmethods,thcimmobilizcdcnzymcspreparMbycondcnsationand
MAMECactivationmethodseempromisinglnparticulaLMAMEC-activatedcnzymemaintainedrelativelyhigh
activitycveninthemixtureofacetonitrile-waterlpresumablyductothcamphiphilicｐｒｏｐｅｒｔｙｏｆＭＡＭＥＣｕscdasa
linkeEmeenzyme-inunobilizedmcmbranescouldrctainthＣｉｒactjvitytoanappreciablccxtcntaftcrscvcralrepcated
incubations,althoughtheywereincrcasinglydiscolored,probablyduetothercsultingpolymericdepositsBascdon
meresultsobtaine｡，itisexpectedthatUleselaccase-immobilizedPVAmembraneswouldbeapplicablefbr
decontaminationofphenolic-pollutedsystems．
